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Fractions d'hgparine prgsentant des activites 
anticoagulantes accrues, leur pr§paration et 
leurs utilisations therapeutiques . 



La prgsente invention se rapporte a des fractions 
d'hgparine prSsentant des proprigtes anticoagulantes con- 
sidgrablement accrues, I leur prgparation et ^ leurs uti- 
lisations thgrapeutiques • 
5 Ces fractions d'heparine peuvent etre obtenues 3 

partir de prgparations purifiges d'heparine du commerce, 
en particulier de celles convenant pour la therapeutique 
selon les normes actuelles et qui comprennent des poids 
molgculaires d'environ 5.000 h 40.000 ou meme d'environ 
10 50.000, par mise en contact d'une rgsine anionique avec une 
solution d'une telle prgparation d'heparine dans une solu- 
tion aqueuse tamponnge S un pH de 6,5 3 7,5 et contenant un 
sel qui lui confSre une force ionique infgrieure I celle 
d'une solution tamponnee correspondante de NaCl 0,6 M, par 

15 elution, 3 partir de ladite rgsine, des fractions d'hepa- 
rine gluables par ladite solution tamponnge exerapte d'hg- 
parine et prgsentant une force ionique infgrieure a celle 
de ladite solution tamponnge de NaCl 0,6 M, puis de I'glu- 
tion de la fraction encore fixge S l*aide d'une solution 

20 tamponnee correspondante prgsentant une force ionique au 
moins ggale et de prgf grence supgrieure S celle de ladite 
solution tamponnge de NaCl 0,6 M. 

Les rgsines anioniques qu'on prgf ire pour la prg- 
paration des fractions selon 1' invention sont celles qui 

25 comprennent un squelette de cellulose ou de dextrane et qui 
portent des groupes aminoalkyle ou aminohydroxyalkyle, et 
par exemple celles gnurogrges ci-aprSs. 

Les fractions d'hgparine selon 1* invention qui, corame 
on le verra ci-apres, prgsentent de fortes proprigtgs anti- 

30 coagulantes, se caracterisent done en ce qu'elles peuvent 

etre fixges sur la rgsine anionique definie ci-dessus et ne 
sont pas gluables a I'aide d'une solution de HaCl tamponnge 
telle que definie ci-dessus, ayant un pH de 6,5 a 7,5 et 
une force ionique infgrieure 3 celle d'une solution tarapon- 

35 nge de NaCl 0,6 N. 
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Ces fractions peuvent etre obtenues en parti - 
culler (ou sont pratiquement les raeraes que celles qu'on 
peut obtenir) - conformgment i un premier node de rgalisa* 
tion prefgre de 1' invention - h partir de 10 ml d'une so- 
lution de depart contenant 1 g d»heparine du commerce 
dans une solution tainponnge (phosphate : 0,05 M ; pH : 6,8 ; 
0,4 N en NaCl) en versant ces 10 ml de solution sur une 
colonne d»une r^sine (de hauteur : 28 cm ; diamStre : 2 cm) 
equilibree avec le meme tampon, cette r^sine ayant un sque- 
lette de cellulose ou de dextrane et portant des groupes 
anioniques tels que des groupes diamino§thyle de structure 
-C2H^i5H(C2Hg)20u des groupes diethyl-2-hydroxypropylammonium 
de structure : 




avantageusement sur les r§sines existant dans le commerce 
sous les marques "DEAE-SEPHACEL" , "QAE-SEPHADEX", "DEAE- 
CELLULOSE", ou "TEAE-CELLULOSE" , cette r#sine Stant €qui- 
libr^e par le merae tampon, en soumettant cette solution 
d'hgparine de depart S d^veloppement chromatographique 3 
l"aide de la meme solution tamponnee g une vitesse 
d'elution de 36 ml/h a une temperature de U^C, en separant 
et en rejetant les 500 premiers ml de liquide Slug puis 
en augmentant progressivement la concentration du NaCl 
(avantageusement de mani^re a augmenter 3 peu prds la con- 
centration en NaCl de 0,4 5 1,4 M au cours de l*glution 
des 800 ml suivants environ de la solution gluge) et en re- 
cueillant les fractions d*hgparine recherchSes contenues 
dans celles de ces fractions eludes qui presentent une con- 
centration en NaCl sup§rieure i 0,65 M, et de preference 
comprise entre 0,70 et 0,90 M environ. 

Selpn un autre mode de realisation apprecig 
de 1' invention, ces fractions peuvent ggalement etre obte- 
nues (ou sont pratiquement identiques 5 celles qu'on peut 
obtenir) a partir de 30 ml d'une solution de depart conte- 
nant 10 g d'une heparine du commerce (50 mM en tris; azo- 
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thydrate de sodium : 0,02 !6 ; pH 7,0, a une concentration 
molaire initiale de NaCl de 0,il M) en versant ces 30 ml de 
solution sur une colonne de r^sine portant des groupes anio- 
niques - semblable ou identique aux resines raentionnees ci- 
5 dessus - (disunetre : 18 cm ; hauteur : 6,8 cm), ladite r^sine 
gtant gquilibrge par le tampon ci-dessus, en soumettant cette 
solution d'heparine de depart 3l dSveloppement chromatographi-r 
que t I'aide de la meme solution tamponnSe S une vitesse 
d'elution de 75 ml/h ^ une temperature de 4°C, en separant 
10 et en rejetant tes 300 premiers ml de liquide 6lue puis en 
augmentant pr ogres si vement la concentration en NaCl de 0,^ M 

1 1,0 M a une vitesse telle qu'on atteigne la limite sup6- 
rieure 24 heures plus tard, et en recueillant les fractions 
d'heparine recherchees contenues dans les fractions d'hepa- 

15 rine SluSes presentant une concentration en NaCl superieure 

ou §gale a 0,55 M et de prSfSrence a 0,59 M. 

Dans un autre mode de rialisation de 1» invention, 

ces fractions peuvent egalement etre obtenues (ou sont pra- 

tiquement identiques a celles qu'on peut obtenir) a partir 
20 d'une solution de depart de 650 mg d'heparine (prSsentant 

de pr§f§rence une activity d» environ l60 ^ 20 Ul/mg) dans 

2 ml d'une solution aqueuse tamponnSe (NaCl 0,3 M ; pH : 6,8) 
en versant ces 2 ml de solution sur une colonne "PHARMACIA" 
d' "ULTROGEL ACA 5^" (de 2,6 x 100 cm) §quilibree par le 

25 meme tampon, en soumettant cette hSparine de depart a d§ve- 
loppement chromatographique a I'aide de la meme solution 
tamponnee a une vitesse d'6lution de 20 ml/h a une tempera- 
ture de 4° C, en separant le liquide eiue en fractions sue- 
cessives de 5 ml et en recueillant les fractions d'heparine 

30 recherch§es qui sont contenues dans les fractions allant de 
la 53eme a la 86§me de ces fractions de 5 ml sgparSes. 

On obtient Egalement (ou on peut obtenir) des 
fractions plus raffinees d'heparine selon 1' invention par 
une combinaison des proc§des decrits ci-dessus, et par 

35 exemple en recueillant les "fractions d'h§parine recherchees" 
de la filtration chromatographique de 1» ULTROGEL, comme di- 
crit dans le procede mentionne en dernier en separant ces 
fractions d'heparine de I'eluant correspondant , par exemple 
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par precipitation S I'aide d'un alcool, en les reintrodui- 
sant dans une solution tamponnee du type utilisS dans les 
operations decrites ci-dess'us consistant i mettre en pon- 
tact une telle solution tamponnee avec une resine anionique, 
selon l*un quelconque des modes de realisation decrits ci- 
dessus, pour recuperer les fractions s^parees d'apres le 
gradient de NaCl d^crit et qui sont contenues dans. les 
fractions glumes prSsentant une concentration en. NaCl 

- soit supSrieure k 0,65 M, de prSfgrence & une concentra- 
tion en NaCl de 0,70 2l 0,90 M, selon le premier mode 

de realisation pref6re decrit ci-dessus, 

- soit superieure ^ 0,55 M, de prgf^rence a 0,59 M» selon 
le second mode de realisation apprScie. 

Naturellement, il entre ggalement dans le 
cadre de 1* invention d'inverser les deux separations suc- 
cessives decrites ci-dessus (c ' est-S-dire de fractionner 
d'abord sur la resine DEAE-SEPHACEL ou une rgsine ana- 
Igue, puis de sgparer sur ULTROGEL) . 

Les fractions d'hSparine selon 1' invention sont' 
egalement celles qui, en fractionnant des heparines du com-: 
merce par une technique quelconque, et particulierement 
celles decrites ci-dessus, prSsentent uneactivitS maximale 
dans I'essai vitro consistant ^ mesurer la diminution de 
la Vitesse d'hydrolyse du substrat 8-2222 (benzoyl-isoleu- 
cine-acide glutamique-glycine-arginine-p-nitranilide, HCl) 
par le facteur X active (facteur Xa) lui-meme obtenu par 
activation du facteur X au .moyen d'un activateur de facteur 
X en presence de plasma (agissant k la fois comma sour<:e du 
facteur X et* comrae source de I'antithrombine III) et en* 
presence des fractions d'hiparine soumises aux essais. L'ac- 
tivateur utilise est avantagieusement le produit vendu dans 
le commerce sous la marque STYPVEN, mis dans une solution 
0,5 M de CaCl2- 

Ces fractions prgferSes d'hSparine peuvent Sga- 
lement comprendre en partie au moins celles qui presentent 
une activite maximum dans I'essai in vitro comprenant la, 
mesure de la diminution de la vitesse d'hydrolyse du substrat 
chromogene S-2238 (H-D-phenylalanine-L-pipecolyl-L- 
arginine-p-nitranilide, di-HCl) par la thrombine en presence 
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de plasma (agissant comme source de 1' antithrombine HI) et 

des fractions d'hSparine soumises aux essais . 

Les substrats S-2238 et S-2222 existent dans 

le conunerce (produits de la firme suSdoise KABI Company). 

Ce sont des substrats chromoggnes. Leur vitesse ou degrS 
d'hydrolyse est mesurS par spectrophotomStrie, 

Lorsqu'on a utilisg les techniques de fraction- 
nement dicrites ci-dessus, sur les gels ULTROGEL et les r6- 
sines DEAE-SEPHACEL ou analogues, on a constatg que les 
fractions les plus actives dans l«s essais in vitro dont 
on vxent de parler gtaient contenues dans les volumes glugs 
spgcifigs ci-dessus. 

Dans la technique de fractionnement sur ULTRO- 
GEL, ces fractions sont plus particuli^rement celles qui 
sont gluges avec les fractions de 5 ml telles que dgfinies 
cx-dessus allant d'environ la 58gme-68gme a la 76eme-80gme 
(ces fractions, groupges ensemble, sont appelges "fraction 

Les fractions d'hgparine prgfgrges sont celles 
qui prgsentent I'activitg maximale par rapport au substrat 
S-2222 m§me si elles ne contiennent pas les fractions qui 
prgsentent I'activitg maximale sur le substrat S-2238. 

Par consgquent. les solutions d'hgparine qui. 
dans la technique de fractionnement sur ULTROQEL dgcrite 
ci-dessus, sont recueillies avec les fractions de 5 ml 
allant de la 53gme i la 58eme-60gme (les "fractions LP ") 
appartiennent aux fractions d'hgparine les plus apprgJiees 
selon I'invention. Ces fractions possSdent une haute activi- 
te antacoagulante qu'on peat mettre en gvidence par la 
technique thrombo-glastographique et les tests classiques 
antithrombine . 

On a constatg que les fractions d'hgparine prg- 
sentant I'activitg maximale dans ces essais in vitro et qui 
peuvent ggalement avoir une activitg anticoagulants, telle 
que mise en gvidence par la technique thrombo-glastogra- 
phique et par I'activitg antithrombine, tris superieure a 
celle des heparines commerciales de dgpart - avaient des 
poids molgculaires moyens dans I'intervalle de 17.000 S 
25.000, tels que dgtermings par les durges de rgtention me- 
surges dans la chromatographie liquide S haute performance 
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(avec un chromatographe "SPECTRA -PHYSICS 3500" sur colonnes 
de 250 X 9 mm garnies de silice en granules de 10 H 100 mi- 
crons commercialisge sous la marque '*LICHROSPHER", avec 
€lution par Na2S0|^ 0,02 N 3 la Vitesse de 3 ml/mn), ces 
5 duries de retention mesurSes etant comparSes I celles obte- 
nues dans des conditions identiques d' Slut ion avec des 
polystyrene-sulfonates de sodium presentant des poids mole- 
culaires gtalons de 1.600, 4.000, 6.500, 16.000, 31*000, 
65*000 et 88.000 respectivenent • 

10 Les fractions prSfSrSes selon 1» invention sont 

celles qui presentent une activity inhibitri<:e spScifique Si 
l*&gard du facteur Xa (activity specifique antiPXa) d'au 
moins 300 u/mg, de preference d'au moins 450 u/mg et meme 
de prSfSrence d'au moins 500 u/nig de la susdite fraction 

15 d*heparine* Cette activity spScifique antiFXa est raesuree 
in vitro par une technique mettant en oeuvre le substrat 
S-2222. 

Parmi ces fractions prSferees, on trouve celles 
qui presentent in vitro une "activity specifique anti- 
20 thrombine" exprimSe en u/mg d'hSparine, infgrleure i 

"1 'activity spgcifique antiPXa" lorsqu'on mesure ladite 
"activity specifique antithrombine" comrae decrit ci-apres 
par une technique mettemt en oeuvre le substrat chromoggne 
5-223*8. "L'activitS spgcifique antiPXa" est avantageusement 
25 supgrieure I 500 u/mg alors que "1' action specifique anti- 
thrombine" est infgrieure a 400 u/mg. 

On a constate que les fractions d'hSparine iso- 
lables comme dScrit ci-dessus avaient une activite anticoa-^ 
gulante globale accrue, telle que determin€e par le temps 
30 de thrombine et le temps de cephaline-Kaolin, mesurSs S la 
fois in vitro et in vivo et par la technique thrombo- 
elastographique, comme decrit dans "Biologie des hemorragies 
et des thromboses" de G. Raby, Masson Editeur, Paris 1966, 
pages 185 H 188. Elles sont particulidrement efficaces sur 
35 la cinetique de coagulation, telle qu'exprimee par 1* augmen- 
tation des parametres "r" et "r+k", mesures selon cette 
technique thrombo-elastographique . 

On a constate que les fractions selon 1* invention 
donnaient des diagrammes d'ei^ctrophor&se differents de celui 
de l*henarinf» dR den^irt. : pn naT»t;-i mil •? rt». 1 rr iiinhi 1 5 t.RR ^l#>n- 



2453875 



7 

trophoretiques de leurs composants sont nettement supe- 
rieures 5 celles de I'hSparine du commerce dans des condi- 
tions detenninSes, en particulier lorsqu'on soumet leurs 
solutions dans I'acgtate de baryum 0,1 M, pH 5,8, 3 
electrophorese de 15 heures sous une intensite de 1 mA, 
sur des bandes d'acitate de cellulose, en particulier 
les bandes d'acState de cellulose du commerce MICROPHOR. 

Pour ce qui conceme les autres propriStSs 
particuli&res des nouvelles fractions d'hSparine selon 
1' invention, on a en outre constate que : 

- elles etaient fixges pratiquement en totalite par 
I'antithrombine III, en particulier I'antithrombine III 
immobilisee ; 

- elles inhibaient en partie au moins les facteurs san- 
guinsXIet XII qui, comme le salt, constituent le debut 
de la cascade de rgactions enzymatiques qui culmine 
dans la coagulation du sang ; 

- elles ne sont pas inhibies fortement par le facteur IV 
des piaquettes, contrairement S I'heparine normale, 

- leurs proprietgs anticoagulantes representent de 2,5 & 
5 fois celles de I'hgparine de depart dans des essais 
in vivo I 

- les groupes glucosamine qu' elles contiennent semblent 
etre en partie seulement 5 I'etat de sulfate de N-gluco- 
samine, les autres groupes glucosamine §tant sous la 
forme de groupes N-ac^tylglucosamine, comme le montrent 
les mesures de resonance magn^tique nucl^aire. 

On a Sgalement constats qu' elles etaient 
exeraptes de I'un des effets secondaires essentiels frg- 
quemment rencontres avec les heparines connues. Plus pre- 
cisgment, on a constats qu' elles n'avaient pas d' action 
thrombocytopSnique sur le sang de patients sensibilisg 3 
I'heparine habituelle du coraiierceet manifestant ce syn- 
drome lorsqu'on leur administre I'hgparine en question. 

Les fractions d'hgparine selon 1* invention 
peuvent etre obtenues selon d» autres modes de realisation 
differant essentiellement de ceux dScrits ci-dessus en 
ce qu'ils n' exigent pas I'etablissement d'un gradient re- 
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guliep de concentration du NaCl ou d'un coraposant analogue, 
depuis une basse concentration jusqu^^ une forte concentra- . 
tion. 

En effet, les fractions d'heparine selon 1' in- 
vention peuvent etre obtenues par un proc6dg discontinu • 
apte i faciliter les manipulations de grandes quantites de 
produits de dSpart et par consequent de proceder S des 
fractionnements sur de grandes quantitgs. Elles peuvent . 
§galement etre obtenues par des' techniques chromatogra- 
phiques sur des colonnes de grandes dimensions de resine 
anionique, avec une s§rie d*gluants tamppnnes successifs 
SL des concentrations diff ^rentes en . NaCl ^ en partant de 
la concentration la plus basse jusqu'H la concentration la 
plus forte raais avec des variations de concentration -r^a- 
lisSes par paliers et non pas sous la forme de gradient. 

On a constati de manidre fondamentale que, quel, 
que soit le mode op§ratoire employe, la fraction selon 
1* invention est essentiellement contenue dans I'Sluat qu*on 
peut obtenir en mettant la risine en contact avec une solu- 
tion d'^luant dont la concentration en NaCl 
est au moins 600 mM, aprSs contact pr^a- 

lable de la rSsine avec une solution de l*h6parine de 
depart i fractionner sous, la forme de solution tamponnee 3 . 
faible teneur en NaCl, et separation des fractions d'hSpa- . 
rine qu'on peut eluer avec des solutions de NaCl allant 
pratiquement jusqu'a la concentration 600 mM. 

On peut utiliser §galement des solutions tarn-. 
porin6es ^ des concentrations ei;^ NaCl nettement supSrieures 
a la limite minimum indiquee ci-dessus (650 mr4) et par * 
exemple a des concentrations 800 mM ou meme 1.000 mM. 

Naturelleraent , on peut remplacer le chlorure 
de sodium par de nombreux autres sels dont 1» utilisation est 
compatible avec 1 'utilisation finale des fractions d'h§pa- - 
rine selon 1 'invention, en particulier en therapeutique, £l 
condition que ces sels permettent d' obtenir des solutions', 
aqueuses ayant la force ionique correspondante . Comme 
exemples de tels sels, on citera le chlorure de potassium, 
le sulfate d' ammonium, les phosphates alcalins, etc* 
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Les examples suivants illustrent 1' invention sans 
toutefois la limiter ; dans ces examples , les indications de 
parties et de % s'entendent en poids sauf mention contraire; 
on dgcrira en premier differents modes de preparation des 
5 fractions selon 1' invention, puis les proprietis particulie- 
res de ces fractions. Toutefois, avant ces exemples, on 
rappellera les modes opgratoires employes dans les diffe- 
rents essais. 

A) Dosage de I'heparine dans des fractions iluges successives > 
10 Concentration en hgparine : 

On a d^terminS la concentration en hSparine dans 

les diverses fractions chromatographiques par mesure polari- 

metrique SL I'aide du polarimetre Perkin-Elmer modele 2^1 

(Uberlingen, RPA) avec lecture a 365 nm (raie du mercure) : 

15 [sO = 139 pour les produits du commerce mentionngs 
365 nm lOOa 
ci-dessus. A partir de I'iquation classique [cTji = 9 

f~it ^-^ 
dans laquelle \sUx est la rotation spgcifique ^ la longueur 

d'onde et g la temperature donnSes, [o] la rotation observee, 

1 la longueur en dm du trajet de la lumigre dans la solu- 

20 tioh soumise % la mesure et c la concentration du solute en 

g pour 100 ml, on tire la relation |a3©,139 = concentration 

du solut€ en heparine en mg.ml^^. 

B) Mesure de I'activitg de I'heparinie sur le substrat S-2222 , 

On mesure I'effet d' inhibition exerc€ sur I'acti- 
25 vitS du facteur X activ§ (PXa) sur le substrat S-2222. 
1°) Preparation des r^actifs . 

On dissout 25 mg du substrat dans 8,5 ml d'eau 
bidistillee sous agitation I I'agxtateur magnStique. Lors- 
30 qu'elle n'est pas contaminee par des micro -or ganismes, 
cette solution est stable pendant 6 mois I 4^0. 

^) Preparation_de la composition activatrice , 

La composition activatrice est form^e 5 partir 
35 des solutions obtenues corarae dgcrit ci-aprds : 
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- on dissout 0,2 mg du produit vendu par la firme Wellcome 
(Grande-Bretagne) sous la marque STYPVEN (Russel Viper 
Venom (RW)) dans 2 ml d'une solution de chlorure de 
sodium It 9 g/1 (solution 1) 
5 on dissout 555 i9g CaCl2 dans 10 ml d'eau distillSe 
(solution 2) ; 

« on melange 1 ml de la solution 1 avec 0,5 ml de la solu- 
tion 2. 

Le m§lange obtenu, qui forme la'*con^osition activatrice"^ 
10 est stable pendant au mo ins deux jours H 4^C. 

c ) Preparation ^du tampon CgH _6^k _§ , • 

On forme une solution en partant de 
tris : 6,1 g (50 mI4) 

15 NagEDTA : 2,8 g (7,5 mM) 

NaCl :10,2 g (175 mM) 

eau distill6e : 800 lAl 

On rSgle le pH S 8,4 S 25^C par HCllN. On 
compldte la solution S 1.000 ml par l*eau distillee. 

20 d) Formation du "substrat tamponng*** 

On melange 1 volume de substrat S-2222 mM/1) 
avec 1 volume du tampon dScrit ci-dessus. Le melange est 
stable pendant au moins 3 heures S temperature ambiiante. 

® J Pr eparation d ' une s glut ion ^diluee de^glas^ 

(AT II I) et du facteur X)> 

On mSlange 9 volumes de sang (sang mSlangg d'au 
moins 10 donneurs normaux) avec 1 volume de solution de ci- 
trate de sodium 5 0,1 mole/1. Le plasma est obtenu par 
30 centrifugation S 2.000 g et ^I^C pendant 20 ran. II est 
congelg I -20** C. 

On mSlange 0,2 ml de ce plasma avec 9)8 ml du 
tampon au tris. 
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f ) Pr6garat ion ^delas glut ion _d lh|p_arine _|_u t i ^ 
lise r c omme temoin comgaratif : INTERNATIONAL 
REFERENCE STANDARD HEPARIN (en abrSgg ci- 
apres "Heparine temoin"). 
5 On prepare une. solution de 0,1 mg de I'hSparine 

t§moin par ml de solution 0,15 M de NaCl. On complete 0,6 ml 
de cette solution S volume final de 10 ml par NaCl 0,15 

Dans une operation chromatographique , cette 
solution d'hSparine est dilute de maniSre 3 obtenir un gchan- 
j^Q tillon de 0,05 ml contenant environ 0,25 microgramme d 'hepa- 
rine, i soumettre §L I'essai. 

2**) Mode opgratoire des essais , 

Les essais sont effectu^s comme d^crit ci- 

apres : 

a) On introduit 0,4 ml de plasma dilue dans une 
semi -micro-cuvette. On ajoute 0,2 ml de tampon au tris. On 
soumet le m§lange S incubation de 2 mn S 37°C. 

On ajoute ensuite 75 microlitres de la composi- 
tion activatrice. 
20 melange et on soumet i incubation de 60s S 



37**C. 
melange. 



On ajoute 0,2 ml du substrat tamponn§ et on 



On lit 1' absorption H 405 nm p9.r rapport ^ un 
2^ t€moin (1 ml du tEunpon correspondant) • 

"AA mn~^" reprSsente 1 ' augmentation par ran de 
la density optique. 

b) Dans un second essai, on ajoute 0,05 rol d'une 
solution de 1' heparine temoin i une puissance connue en UI 
(unitgs internationales) 3 0,4 rol de plasma humain dilug. On 
complete le melange U 0,6 ml par du tampon <au tris et on 
soumet S incubation de 2 mn i 37** C. 

On ajoute 75 microlitres de la corapositon acti- 
vatrice, on melange et on lit 1' absorption ^ 405 nra- 
j5 "AA* mn^^" est 1' augmentation par mn de la den- 

sity optique . 
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c) On rep§te I'essai avec les fractions d'hepa- 
rine S haute activity soumises aux essais. Ces dernieres 
fractions sont aj us tees grossiSrement en quant itg telle 
qu'on obtienne une valeur correspondante de "M"inn"'^" de 
5 I'ordre de 50 2 de la valeur "AA mn"*^" obtenue avec le 
teinoin tamponne . 

La valeur (a) qui reprgsente le degre d'inhi- 
bition du facteur Xa par 1 ing de I'hgparine de titre connu 
est calcul§e par 1' Equation : 

(a) = X 1000 

0,25 

La valeur correspondante (a') pour la frac- 
tion d*hSparine soumise 3l I'essai est donnSe par 1' equa- 
tion : 

15 f^t\ - AA - A A" . „^ 

va') = — X 1.000 

poids de I'echantillon d'heparine 

et la puissance de I'heparine soumise S la mesure, en UI, 

est deduite par la formule : 

puissance de l'h§parine soumise S. la mesurje = 

20 puissance de l*h€paFine tgmoin x . 

a 

C) Mesure de l*activit6 de l^heparine sur le substrat S-2238 
(par mesure de 1' inhibition exercee sur I'activite de 
la thrombine i I'^gard du substrat S-2238)- 
1**) Preparation des r§actifs . 
25 Preparation d * une solution idu substrat S-2238 . 

On dissout i|,71 rag de ce substrat dans 10 ml 
d'eau bidistillge, formant ainsi une solution k 0,75 mI4/l. 

^) Prep aration d 'un e solution ,de thrombine . 

On dissout 5 mg de thrombine dans 25 ml d'une 
30 solution 0,15 M de NaCl. Si c'est necessaire, on dilue 

1,2 ml de cette solution au moment de la mesure a volume 
final de 10 ml par la meme solution de NaCl. 

c ) Prgparat ion^du _ t ameon _ (gH^g a^^_|,25° C ) • 

Ce tampon est le meme que celui dScrit ci- 
35 dessus sous B 1) e) ci-dessus. 
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^) S?lt£?:?l§.tiS!l^llyil^Sl^sma_de_noutqn. 

On recueille du sang de mouton sur citrate 
(900 ml de sang (9 volumes) m§lang6s avec 100 ml de citrate 
de sodium 0,1 M) 
5 Le plasma est obtenu par centrifugation de ce 

luclange S 2.000 g et ^**C pendant 20 inn- 

On le congele dans des fioles de 25 ml. 

e) 2EiE§Ea*i2S-^S_i§-Solution_dlheea^ 

On prepare une solution de 0,1 mg de l*h€parine 
10 temoin par ml de NaCl 0,15 M- On complete 0,5 ml de cette so- 
lution ^ volume final de 10 ml par NaCl 6,15 H. 

Dans une operation chromatographique, cette solu- 
tion d'heparine est diluee de maniere ei obtenir un ^chantillon 
de 0,05 ml contenant environ 0,25 micrograrame d'heparine, qu'on 
soumet S I'essai. 

Mode op^ratoire d'essai . 
On melange dans une serai -micro -cuvette (1 ml) 
0,3 ml du tampon ci-dessus et 0,1 ml du plasma de mouton. 

On ajoute 0,1 ml de la solution dilute de throm- 
bine. On soumet le melange SL incubation £ 37^0 au bain- 
20 marie pendant 2 mn. 

On ajoute alors 0,3 ml de la solution du 
substrat. Apris melange, on lit 1 'absorption & 405 nm pen- 
dant 3 mn et on compare 3 celle d'un temoin contenant 1 ml 
du tampon ; on determine alors 1* augment at ion par mn de la 
. 25 densitS optique "AA mn 

Dans un autre essai, on place dans une semi- 
micro-cuvette 0,1 ml de plasma de mouton, 0,05 ml d'une 
solution de l*heparine temoin a puissance connue (en UI) . 
On porte 3 volume final de 0,3 ml 3 I'aide du tampon. 
30 On ajoute 0,1 ml de la thrombine- On soumet 

le mglange 5 incubation pendant 2 mn S 37° C. 

On ajoute alors 0,3 ml de la solution du 

substrat. 

Apres mSlange, on lit 1» absorption a U05 nm, 
35 et on determine 1 ' augmentation par mn de la densitS optique 
"AA' ran"^". 

On rgpgte le meme essai avec chaque €chantillon 
de fraction d'heparine i examiner, en quantity telle qu'on 
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obtienne a peu pr&s une valeur correspondante de "AA"nn*^" 
representant environ 50 t de la valeur "AA mn"""^". 

"L'activitS spScifique antithrombine*' (a) de 
I'heparine de puissance connue est ensuite calcul^e par 
5 1* Equation : 

AA - AA» 

(a) = X 1.000 . 

0,25 



10 



"L*activit€ specifique antithrornbine" (a') de 
chaque echantillon ou fraction d'heparine examine est calcu- 



lee par 1* equation : 

AA - AA" 

(a») = — — X 1-000 . 

poids de 1 'echantillon de fraction dMvSparine 

Le titre de chacune des fractions examinees, 

exprim6 en UI, est determine par la formula : 

15 puissance de la fraction d*h§parine examinee = 

titre de l*heparine de titre connu x . 

a 

D) Mesure de I'activiti anticoajgulahte de l*heparine (ou 
fractions d'hgparine) par la technique thrombo- 
glastographique > 

20 Le principe de la mgthode consiste i comparer 

les dur^es de coagulation nesurees sur les ^chantillons exani* 
ngs et sur les echantillons temoins, apres recalcification. 
du contenu des tubes par addition de chlorure de calcium, 
selon .la technique thrombo-^Slastographique (TEG) d^crite 

25 dans "Biologie des himorragies et des thromboses", G. Haby ; 
Nasson, Paris 1966, pages 186-188. 

Cette technique tire avantage du passage de l*etat 
liquide i l*€tat solide d'une preparation de sang subissant la 
coagulation. Le principe de la mSthode consiste h souraettre 

30 un recipient dans lequel on a introduit d*abord la prepara- 
tion i gtudier i un mouvement angulaire oscillant et I 
observer I'effet de coagulation sur un cylindre suspendu S 
I'extrSmite d^un fil de torsion et plongeant dans la prepa- 
ration. Lorsque la coagulation commence, le plasma contenu 

35 dans le recipient confgre un mouvement o.scillatoire corres- 
pondant au cylindre. 
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On suit la coagulation depuis le moment, (t = o) 
oQ 1' activation des facteurs responsables de la coagulation 
est induite par addition des ions Ca*"*" dans les conditions 
indiquees ci-dessus . 
5 Dans tout ce qui suit, "r" est la duree d' in- 

duction qui prgc&de le commencement effectif de la coagula- 
tion ; "ma" est I'amplitude maximum des oscillations du 
cylindre. 

"k" est la durge qui s'ecoule entre le moment 
IQ Q\i le cylindre commence a osciller et le moment oU 1' ampli- 
tude du mouvement atteint 20 mm, I'essai etant conduit dans 
les memes conditions avec un plasma exempt de plaquettes, et 
dont la teneur en fibrinogSne est norraale (3 5 4 g pour 
1-000). 

^5 Le "temps de coagulation totale" d'une prepa- 

ration est constituS par la sdmme r 4 k. 

La cinetique de la coagulation est exprimee 
par les pararaStres 'b"et 'i? + k"et la dynamique de la coagula- 
tion par 1» amplitude maximum "ma" des oscillations du cy- 

20 iindre. 

E) Temps de coagulation thrombine . 

On ajoute 2 microgramraes de I'gchantillon 
d'heparine H examiner dans 0,1 ml de s€rum physiologique 
a 0,9 ml de plasma pauvre en plaque ttes, fraichement pr§- 

25 parg (recueilli de trois donneurs). On prglSve une fraction 
aliquote de 0,1 ml qu'on soumet i incubation sous agitation 
continue t 37°C dans un bain-marie de type ^lectroraagni- 
tique. On dgclenche la coagulation par addition de 0,1 ml 
d'une solution de thrombine dans du sSruro physiologique (a 

30 environ 1 unitg NIH) (unites du "National Institute of 
Health"). 

F) Temps de thromboplasmine partielle activee ou temps de 
Cgphaline -Kaolin . 

On ajoute 2 micrograiranes de I'heparine examinee 
35 dans 0,1 ml de serum physiologique a 0,9 ml de plasma pauvre 
en plaquettes fraichement prepare. On preleve une fraction 
aliquote de 0,1 ml a laquelle on ajoute 0,1 ml d'une sus- 
pension de cgphaline (dilution 5 1:10 dans du tampon de 
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Hichaelis, pH 7,35, du produit lyophilisg du commerce dis- 
sous dans 20 ml d'eau distillge) et 0,i ml de suspension 
de kaolin a 5 mg/ml. On soumet le melange k incubation de 
3 mn a 37^C et on ajoute 0,1 ml d'une solution 25 mM de 
5 CaClg souraise S incubation pr§alable a 37^€. On note les 
temps de coagulation. 

Les exemples qui suivent sont donnas en r6fg- 
rence aux figures des dessins annexes sur lesquels : 

- les figures 15 3 representent les diagrammes d'§lution 
10 de I'hgparine selon les divers modes de realisation du 

procSdg selon 1* invention, 

- la figure h reprSsente les differents diagrammes d'elec- 
trophorese obtenus dans les conditions indiquies plus haut, 
d'une part,, avec I'heparine du commerce et, d* autre part, 

15 avec une fraction d'hSparine selon I'invention s§parge 
de I'hgparine du commerce, et 
. - les figures 5 H 10 illustrent les comportements compara- 
tifs de I'heparine classique et d'une fraction d'heparine 
selon 1' invention dans des essais in vivo sur des chiens 

20 et des singes. 

EXEMPLE 1 

On soumet une hSparine obtenue 5 partir d'intes- 
tin de pore & fractionnement surULTROGEL selon I'un des 
•modes de realisation du procSdS selon 1» invention dScrits 
25 plus haut. 

Les resultats obtenus sont illustres graphique- 
ment dans la figure 1 des dessins annexes qui represente 
les variations de divers param^tres dSfinis ci-aprSs, en 
ordonnSes, en fonction du nombre des fractions de 5 ml 
30 eluees successivement , porte en abcisses et exprime par le 
nombre des tubes. 

La courbe a represente la variation de la 
teneur en heparine dans chacun des tubes successifs, eette 
teneur exprimge en mg/ml ay ant gt§ dgtermin§e par la rog- 
35 thode polarimitrique decrite plus haut. 

La courbe b represente la variation corres- 
pondante de "I'activitg spScifique anti P Xa" determinfe 
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sur le substrat S-2222 et 

la courbe c represente les variations corres- 
pondantes de "l*activitS spScifique antithrombine" dSterrai- 
n€e sur le substrat S-2238. 
5 Les memes representations graphiques, pour les 

variations des memes pararaStres, s'appliquent aux figures 
2 et 3- 

Les fractions LP^^, ^^12* ^^2* ^^31 ^^3? 
correspondent Si diffgrents groupement de tubes auxquels on a 

10 precede selon les activitgs mesurees . La fraction LP2 corres- 
pond ^ un groupe de fractions de 5 ml d^fini ci-dessus qui 
prSsente, dans les limites les plus larges, 1 'activity spe- 
cif ique antiFXa maximale et !• activity specif ique anti- 
thrombine maximale. 

15 Les activit^s antic oagulantes correspondantes 

dans divers essais classiques sont rapport§es dans le 
Tableau I ci-apres. Les rSsultats rapportgs dans ce tableau 
raontrent qu'on obtient des rgsultats particulierement sa- 
tisfaisants avec la fraction LP^. 
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TABLEAU I 





Produit 
de dgpart 


11 


^12 


^2 


^31 


"^^2 


Folds d'hgparine (iqg) 


650 


62 


35 




126 


M5 


Activity antithraribine 
(U/xng) (S-2238) 




111 


201 


231 


209 


156 


ActivitS antiFXa 
(U/mg) (S-2222) 




202 


t58 


^55 


335 


111 


Activity antiPXa 
Activity antlthronblne 




1,82 


2,28 


1,9'« 


1,60 


0,71 


Poids nol&ulaire (chrona- 
tographie liquide ^ haute 
perfonnance) 

( Poids oDl. 
Poids nx>l. ) iiaxinum 
dedgpart ( n^etion 

^ principale . 


te.500 
19.^ 


to.800 


25.500 


18.600 


13*100 


8.500 


liiitSs Codex (U/ng) (1) 


187 


- 90 


166 




1fi7 


07 


TLtre selcn Yin et Wessler 
(U/ng) (2) 


117 


• 26 


: 126 


319 


79 


32 


Activity antiPXa 
titre USP 


0,o2 


0,29 


0,76 


2,18 


0,47 


0,33 


Tengs de tisrombine 

Temoin pour 0,2 U/ml Ctodex 
ou plasm & 0,2 U/ml 




: 138 


[ 70 s 


> lOmn 


285 s 


278 


IhronixDelastpgraniDe 
(r + k) (ran) 

Sang sans hiparine : 

Unites Oodex : sang 3 
0,2 U/ml 


30 


33 


»I6 


204 


>200 


13 



(1) Codex frangais (Seme edition I965, pagie 56O) sur plasna de rooutc^i . 
coagule apres recalci float ion. 

(2) SIGMA "Btdletin technique" n** 87O, janvier 1975. 
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EX EflPLE 2 

On part d'une hgparine du commerce (produit de 
depart du Tableau II ci-aprSs) qu*on traite comme dans 
1» example prec§dent* On obtient una fraction L?^ dont les 
5 activites sont rapportees dans la colonne "Produit de 
depart" du tableau II ci-apres. 

On traite ensuite cette fraction selon .le "troi- 
siSme mode de r§alisation"dgcrit ci-dessus du proc§d€ selon 
1' invention. 

10 La figure 2 des dessins annex§s repr§sente gra- 

phiquement la variation des meraes param^tres que dans 
l*exemple 1 mais cette fois en fonction des volumes ^lu^s 
et non des nombres de tubes. 

Les courbes a et b de la figure 2 corres- 

15 pondent & des fractions A et B elles-memes obtenues en ras- 
semblant plusieurs volumes d'Slution* 

Les activit§s de ces fractions A et B sont rap- 
port§es dans le Tableau II ci-aprds. 

Les r§sultats figurant dains ce tableau et les 

20 courbes de la figure 2 des dessins annexes montrent que les 
fractions les plus actives sont celles qui prgsentent la 
plus forte "activity spScifique antffXa" ' meme lorsqu*elles 
ne contiennent pas les tubes qui presentent la plus forte 
"activity spgcifique antithrombine" rassemblSs dans la frac- 

25 tion A. 
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TABLEAU II 





Produit de 
depart 


A 


B 


Poids d*hSparine (mg) 


400 


210 


70 


Activite antithrombine 
(U/mg) (S-2238) 


235,2 


230,3 


284,2 


Activity antiPXa 
(U/mg) (S-2222) , 


250,2 


181,7 


• 448,4 


Activity antithrombine 
(sub St rat chromogene) 








Poids molgculaire (CLHP) 
Poids mol^culaire moyen 
initial 


. lU.BOO 


13-900 


16.700 


T C K 

Eau physiologique (temoin) 
2 microgrammes du produit 
de depart 


48 s 
115 s 


non dosS 


260 3 


Temps de coagulation % 
la thrombine (s.) 
2 microgrammes du produit 
de d§part 


43s 




>10 mn 


Throrabo-^lastogramme (iin) r 

k 

r + k 
amx 


57 nmi 
28 mm 

85 mm 




269 nun 

non mesurable 
dans les con- 
ditions . 
observees 
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EXEMPLE 3 

On soumet un echantillon d'h^parine du comnerce 
(echantillon RB 19072 du tableau III ci-apres) § fractionne- 
ment selon le "troisiSme mode de realisation" du proc^dg 
selon 1 • invention . 
5 Les courbes obtenu^s sent report^es sur la 

figure 3 des dessins annexes. Les signes ^ou *\ figurant sur 
les axes des ordonnSes et sur les courbes servent uniqueinent 
& mettre en ividence 1' augmentation considerable observge 
pour les activitis de certaines des fractions, augmentation 

10 qu'on n'aurait pas pu reprgsenter sur la figure en raison 
de la grande echelle adoptee pour les basses activites. 

On a rasseinbie des volumes diffgrents pour for- 
mer des fractions RB 19067, RB 19068, RB I9069 et RB 19070. 
On notera que les fractions les plus actives par I'effet 

15 dUnhibition sur le substrat S-2222 (RB I9070) sont essen- 
tiellement distinctes des fractions les plus actives par 
I'effet d» inhibition sur le substrat 8-2258. 

Dans le tableau III ci*-aprgs, on a rapportg les 
activitis anticoagulant es comparatives in vitro de I'hSparine 

20 de depart (RB I9072) et de la fraction selon 1' invention 
(RB 19070). Les abreviations utilisges dans le tableau pnt 
les significations ci-*aprgs : 
TT est le tenqps de thrombine mesurS, 

TCK est le"temps de Ciphaline-Kaolin" qui est equivalent au 
25 "test de prothrontoine partiellement active" (APTT).connu. 

On notera dans le Tableau III 1' augmentation im- 
portante des propria tSs anticoagulant es de la fraction 
RB 19070 par rapport 3 I'hgparine RB I9072. 
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TAIiLKAU 1.11 







R13 190Y2 


RB l'»070 1 
1 


roiDS 




10 c (inil inl ) 




{a] Anlithr. (:;-?238 ; u/mc) 






Anti}(a ; u/nig) 






Poids moleculaire (CLPH) 


1 1\ onn 


1 0 Tinn 


Codex (UI) 




186 




Diaerammc d'electrophor^sc 




1 ft* ti 1 1 1 -.' rcni 






de eel 111 do 




OSOj'/COO"" 




1. y Oy 




iili TT (2 microGramraes/mlXs) 


15 




TCK (2 microcrammes/mlXsJ 


267 


>500 


TEG (2 microgrammes/ml) 






r 




60 


lor 


k 


en mm 


52 


87 


r+k 




112 


139 


^ TKG (2 microGrammes/ml) 






sur sang huraadn entier ~ 






Resultats moyens de 






10 essais 








67 • 


173 




en mm 


48 


106 


r+k 




115 


250 



On observe des resuliats nnalo;r|jor, in vivo. Dans 
Ic Tableau IV ci-aprps, on trouvera Ico rcsultnts obteiiu:; sur 
des lapins males scion le mode op6rntoIrc q»ii suit : 

On a separe des lapins males *\o Noiivelle-Z*"lanile 
d'un poids moyen de 3 k^ deux croupes dc cli.icuh ^ animaux. 

Au premier groupe d'animaux, on a injccte par voie 
intravcineusc IMieparine du commerce qui a servi dc produit de 
dispart (RB 19072) Ti la dose de 2,5 mg/kc, dnns un volume de 
2 ml. 

Au second groupe d'animaux, on a administr? de 
la meme maniere la fraction 19070. 
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On a prglev§ du sang sur le.s animaux selon des tech- 
niques classiques 1 heiire, 3 heures et 6 heures aprds les in- 
jections. On a ensuite procSde selon Las modes operatoires 
habituels aux mesures du temps de coagulation S la thrombine 
5 (TT), du temps Howell (TH), du temps Cephaline -Kaolin (TCK) 
et a des dSterminations thrombo-glastographlques (TEG). 

Les risultats moyens obtenus pour chacun des deux 
groupes sont rappprt^s dans le tableau IV ci-apr§s« 
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TABLEAU IV 





Initial 


1 h 


3 h 


6 h 
























RB 19072 












TT (h^parineinie) (u/ml) 


0 


0,77 


0.05 


0 


TH (s) 






129 


606 


: 156 


184 


TCK (s) 






24 


92 


31 


26 


TEG r (ran) 
k (nm) 




12 
5 


pas encore 
coagulS 

ti 


32 
25 


17 
9 






r + k (ran) 




lo 




55 


27 


Plaquettes (narbve) 


nk3 500 


il67 000 


502 750 


462 250 


Yin et Vfessler (s) 


51 


69 


52 


53 






















RB 19070 














TT (h^paringnde) (u/mX) 


0 


1,15 


: 0,65 


0 


TO (s) 






138 


: > 2 OW 


- 373 


159 


TCK (s) 






21 


479 


92 


24 


TEX3 r (nm) 
k (ran) 




16 
8 


pas encore 

coagulg 
11 


(I'll) 
ND 


18 

10 






r + k (ran) 


2U 


If 


ND 


28 


Plaquettes (noinbre) 


527 500 


521 250 


528 000 


513 000 


Yin et >i(&ssler (s) 


51 


98 


71 


58 



Oci peut faire les observations suivantes : 
La fraction selon 1' invention prSsente des propriS- 
tes anticoagulantes nettement supgrieures 5 celles de I'hgpa- 
rine du commerce qui a servi de produit de dgpart, dans tous 
5 les essais considgres. 

L'hgparingmie est plus forte des la premiere heure. 
La difference est encore plus forte au bout de 3 heures. II 
reste tres peu de 1 'hgparine du commerce dans le sang prglevg 
sur les animaux 3 heures aprds 1 'injection. Far centre, des 
10 proportions tres substantielles des fractions selon I'inven- 
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tion subsistent dans les. mSmes conditions (0,65 Ul/ml de 
plasma) . 

Les laemes observations s*appliquent S d'autres 
facteurs relatifs aux propriStes anticoagulantes . Les diffS- 
5 rences non signifiantes observees au niveau du TEG doivent 
§tre attributes uniquement au fait que les durtes d» obser- 
vation n'ont pas gtS suffisaminent longues dans les condi- 
tions exptrinientales . 

Sur des chiens^ on observe des rgsultats ana- 

10 logues. 

On constate en outre que contrairement § l*h§- 
parine du commerce, les fractions selon 1' invention ne pre- 
sent ent pas d'activitg thrombocytopeniante sur les plasmas 
d'origine humaine qui se sont av§r^s sensibilises 3 I'htpa- 

15 rine du commerce utiliste en therapeutique • 

On trouvera encore des differences entre les 
fractions selon 1' invention et l*htparine du commerce dans 
les diagramiaes d'electrophorese tracts dans les conditions 
particiilieres specif iees plus haut. 

20 Ces diagrammes, diffSrents, . sont reportts sur 

la figure 4 des dessins annexes sur cette figure, la 
courbe d correspond i la fraction RB 19072 et la courbe c 
§ la fraction RBC 19070. La flSche f indique la direction 
de la migration. Pour rendre visiblesces diagramn)es d'§lec- 

25 trophordse, on a utilist des colorants et des dispositifs 
photometriques (densitorattriques) classiques. 

AUTRES PROPRIETES BIOLOGIQUES DES FRACTIONS SELON L^INVEITTION . 

On a procede aux essais decrits ci-aprSs sur 
une fraction appelie "fraction D" obtenue en rassemblant les 
30 fractions RB 19069 et RB 19070 de la figure 3. 

1^) Affinity pour Isanti thrombine III 
On a mis au point des experiences de chroraato- 
graphie d*af finite afin d'ttudier le coraportement d' affini- 
ty de la fraction D sur une colonne d'antithrombine III 
35 imraobiliste sur SEPHAROSE. Cette colonne de 1,5 x 12 cm, 

contenant environ 10 mg de proteine par ml de la suspension 
finale de gel, a ete equilibree ^ avec du tampon au 
tris 0,1 M, pH 7,^, contenant NaCl g la concentration 0,2 M, 
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ccmne decrit par Hook et collaborateurs (PEBS Lett 66, 90, 
1976). On a verse sur la colonne un echantillon de la frac- 
tion D (2,76 mg dans 500 mcrolitres de la laeme solution) 
et on a glue successiveroent avec des tampons contenant NaCl 
5 I la concentration 0,2 M et NaCl S la concentration 2 M. Les 
tubes d» effluents (1 ml) ont ^te scumis S des mesures pola- 
rimetriques S 365 nm, k la reaction au carbazole (determi- 
nation de poids), g des mesures de la capacity d' inhibition 
de la thrombine et S amidolyse catalysee par FXa des 
10 substrats chromogenes S-2238 ou S-2222 respectivement . Dans 
la fraction gluee avec NaCl 0,2 M, on ne trouve ni substance 
ni activite alors que, dans I'elution par HaCl 2 M, on re- 
trouve totalement le poids et I'activitg, aussi bien sur 
S-2238 que sur S-2222, 
^5 Ces rgsultats montrent que la fraction D, sou- 

mise a chromatographie d»af finite, se comporte comme une 
heparine A haute affinit§. 

2°) Effets d' inhibition sur les facteurs XI et XII , 
On a gtudiS I'effet d' inhibition sur la fraction 
20 selon 1' invention comparativement S celle de 1 'heparine clas- 
sique, selon le mode opgratoire ci-apr&s : 

On a mesurg dans un tube a) le temps de coagula- 
tion (mesurg par 1»APTT) d'un plasma humain normal. Le rgsul- 
tat obtenu est expring arbitrairement par 100 Jt. 

Dans un tube b), on a ajoutS une certaine quantitg 
d'un substrat formg d'un plasma humain dgficient en facteur 
XI ou en facteur XII selon I'essai realise, puis la quantitg 
Q de plasma humain normal conduisant au temps de coagulation 
normal (100 % du mglange 3 rgcupgrer). 

Dans un tube c) contenant le plasma humain dg- 
ficient soit en facteur XI ou en facteur XII, on a introduit 
le plasma normal et une certaine quantite de la fraction 
selon 1 'invention (jusqu' a une concentration de 2 micro- 
grammes /ml de plasma) et on a mesurg le temps de coagulation; 
on a exprirag le resultat en J, comparativement I la valeur 
de 100 3 du tube terminal. 

On a obtenu les rgsultats suivants : 
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AFTT (s) ■ Facteur XII Facteur XI 
Fraction D 300 29 % 33 * 

Heparine ftOO S6 % l\T % 

Plasma 29,7 100 % k3 % 

5 Les risultats rapport^s ci-dessus montrent que 

la fraction D est particuliSrenent active plus que 1' hepa- 
rine classique, sur le facteur XII, et, dans une mesure 
plus limitee, sur le facteur XI. Elle est done capable dans 
une certaine mesure d'inhiber s§lectivement les reactions 
10 enzymatiques sur les facteurs XI et XII qui provoquent finalement la 
foimation de la fibrine et par suite la co^latic»i du plasma. 

3°) Essai sur le facteur IV des plaquettes > 
La fraction D n'est pas neutralis§e, § une con- 
centration a laquelle l*heparine classique est neutralisee 

15 in vitro, par le facteur IV des plaquettes ; on peut le 
constater en proc§dant ^ des essais comparatifs in vitro : 
on soumet S, incubation de 10 mn S 37*^0 des tubes contenant 
un plasma ric^e en plaquettes et 0,1 mi contenant 0,1 mg de 
l*une ou I'autre des fractions soumises aux essais* 

20 Dans le tube contenant 1' heparine classique, on 

ne peut pas prolonger le temps de coagulation mesurg par 
I'APTT ou le TT. Au contraire, dans les tubes contenant la 
fraction D, on constate une nette prolongation du temps de 
coagulation. 

25 ^**) Expgriences in vivo ^ 

On a reparti en ft groupes de ft animaux chacun 
des chiens batards males en bonne sante pesant 15 S 20 kg. 
On a gtudig le profil de coagulation de chacun des animaux 
et obtenu des valeurs indicatives de base en termes de 

30 temps de thromboplastine partielle activ^e (AFTT) et temps 
de thrombine (TT). On a prepare dans du serum physiologique 
sterile des solutions meres S 10 mg/ml d'hiparine et de la 
fraction D. On a lentement injecte l*h§parine dans la veine. 
Deux groupes d^ animaux ont §tg traitgs par I'hgparine so- 

35 dique a 1,0 mg/kg et 2,5 mg/kg, les autres groupes ont ete 
traites par la fraction D aux menes doses. On trouvera 
dans les figures 5 et 6 des dessins annexes les variations 
observees pour I'APTT respectivement en secondes, en fonc- 
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tion du temps en heures, en presence de I'heparine 
(courbes a) et de la fraction D (courbes b) respectivement . 

On a procedS S des essais analogues sur des 
singes traites soit par la fraction D, soit par l^hgparine 
5 classique, I des doses respectives de 1 mg/kg (figure 7) ou 
2,5 mg/kg (figure 8) par voie intraveineuse, ou 2,5 nig/kg 
par voie sous-cutange (figure 9) ou 5 mg/kg par voie sous- 
cutanee (figure 10). 

Sur toutes ces figures, les courbes a representent 
10 les effets observes sous 1' action de I'heparine classique et 
les courbes b les effets observes sous 1» action de la 
fraction D. Les rSsultats sont exprira§8 par les variations 
d'APTT (figures 7, 8 et 10) ou de TT (figure 9) en secondes, 
en fonction du temps en heures. 
15 On a recueilli des gchantillons de sang dans du 

liquide anticoagulant au citrate de sodium I 3,8 % (9 par-^ 
ties de sang, 1 partie de citrate de sodium) i 1, 2, 3, ^ 
et 6 heures d'intervalle ; on a centrifugg immgdiatement 3 
2.500 a puis soumis immgdiatement aux raesures de profil de 
20 coagulation et de teneur en heparine par les techniques au 
substrat chromogSne (KABI, Stockholm) et au substrat fluo- 
rogSne (DADE, rtiami, Ploride, Etats-Unis). 

La figure 5 des dessins annexes reprgsente 
1 'action anticoagulante et la pharmacocinetique d'une dose 
25 de 1,0 mg/kg d'hgparine sur des chiens, comparativement aux 
memes effets de la fraction D. Chez les animaux traitgs par 
la fraction D, on constate une augmentation de six fois des 
valeurs d»APTT alors que sur les animaux traitgs par I'hg- 
parine sodique, cette augmentation n»est que de deux fois. 
30 Dans les deux groupes, on constate une diminution des va- 
leurs d'APTT au bout de 2 heures, raais avec la fraction D, 
il existe toujours un fort effet anticoagulant, Les deux 
groupes d' animaux retrouvent presque l^s niveaux d'avant 
traiteraent au bout de 5 heures. 
35 Les rgsultats d 'essais analogues effectues H la 

dose de 2,5 mg/kg sont reprgsentes graphiquement sur la 
figure 6 des dessins annexgs. Au bout d'une heure, aussi 
bien avec I'hgparine sodique qu'avec la fraction D, on 
trouve un niveau d'APTT superieur & jOO secondes. Au bout 
i\0 de deux heures, chez le groupe traite par 1' heparine so- 
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dique, on constate une diminution marquee des niveaux 
d'APTT, revenant progressiveraent aux valeurs d*avant trai- 
tement. Les §chantillons €tudi€s au bout de 6 heures in- 
diquent des niveaux d'APTT presque normaux. Par contre, 
5 jusqu'a 3 heures de delai, dans le cas de la fraction D k 
la dose de 2,5 mg/kg, les niveaux d'APTT restent sup§rieurs 
3 100 secondes. Les chiens prSsentent un 6tat d 'anticoagu- 
lation (APTT sup^rieur ^ 100 secondes) pendant des dur§es 
allant jusqu'a 5 heures et presentent egaleraent des valeurs 

10 de PTT fortes et persistantes pendant des dur^es allant 

jusqu'a 10 heures. Le groupe examine au bout de 2^ heures ne 
manifeste presque plus d' activity anticoagulante. 

On obtient des r§8ultats analogues avec des 
singes ; les resultats correspondants sont illustres sur les 

15 figures 7 ^ 10 des dessins annexes qui montrent que les 

conclusions tirees dans le cas des chiens peuvent etre ap- 
pliqu€es aux singes. Ces derniers constituent des mod&les 
particuli&rement fiables donnant des resultats qui peuvent 
etre extrapolis raisonnablement aux humains car les r§- 

20 ponses S I'hiparinisation et I'antithrombine III sont sem- 
blables chez les humains et chez les primates , en particu** 
lier maeaea mulatta ^ 

On peut citer des conclusions analogues des 
pharmacocin^tiques intraveineuses de la fraction D et de 

25 I'heparine classique i des doses de 0,259 0,50> 1,0 et 2,0 
mg/kg^ par mesure des valeurs APTT, des temps de throrobine 
standardises et des niveaux d'hgparine pendant des durSes 
allant jusqu'S 2M heures. La fraction D possede un effet 
anticoagulant beaucoup plus intense que I'heparine clas- 

30 sique ^ toutes les posologies. La cinetique d' elimination, 
aux doses de 0,25 et 0,50 mg/kg est identique pour la frac- 
tion D et I'hSparine classique mais la fraction D provoque 
une reponse anticoagulante initiale tr^s forte alors 
qu'avec I'heparine classique on n' observe qu'un effet anti- 

35 coagulant miniroe. Des itudes de titrage r§vdlent que la 
fraction D ^ une dose de 0,25 5 0,35 mg/kg donne une rS- 
ponse anticoagulante identique S celle de I'heparine clas- 
sique K 1,0 mg/kg* Des injections intraveineuses de 0,5 mg/rog 
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donnent un effet anticoagulant tres prolonge. Les durees 

d 'action de la fraction D sont les suivantes : 0,5 mg/kg s 2 

a 3 heures ; 1,0 mg/kg =536 heures et 2,0 mg/kg =73 

9 heures alors que les effets anticoagulants de I'hSparine 
5 classique durent nettement moins longtemps. 

Ces Etudes montrent que les fractions selon 
1» invention constituent des mSdicaments anticoagulants puis- 
sants (de 3 3 5 fois plus puissants que l»heparine classique) 
et que leur cingtique d'Slimination diffSre de celle de 
10 I'heparine classique. 

EXEMPLE 4 (preparation discontinue) 

1 . Matidres premieres : • 

10 g d'heparine sodique d'origine porcine, produit de depart, 
DEAE-SEPHACEL (produit du commerce) : 1 litre, equilibre 

^5 dans du tampon tris-HCl 50 raH, pH 7,0, contenant 

**00 mil de NaCl, 
substrat. chroraogene (KABI) : S-2238 ; S-2222. 

2. Conditions operatoires : 

On dissout 10 g d'heparine dans un litre du tarn- 
20 pon au tris (50 mM, pH 7,0) contenant 400 mH de NaCl et 
0,02 35 d'azothydrate de sodium. On met cette solution en 
contact avec le DEAE-SEPHACEL sous agitation. On maintient 
1 'agitation pendant 1 heure. 

On procdde ensuite successivement aux elutions 

25 suivantes : 

- avec le meme tampon contenant 400 ndi de NaCl ; volume total 
d»#lution : 2.030 ml ; la fraction obtenue est appel§e 

LP^ ; 

- avec le meme tampon contenant 550 mM de MaCl, le volume 
30 total d'elution est de 3-465 ml ; la fraction est appelge 

LP2 ; 

- avec le meme tampon contenant 600 mM de NaCl ; le volume 
total d'glution est de 2.470 ml ; la fraction est appelee 

35 - avec le neme tampon contenant 1.000 mM de NaCl, le volume 
total d» glut ion est de I.300 ml. La fraction est appelee 
LP^. 

Sur ces diverses fractions, on procede aux 
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essais ci-apres : 

- determination de I'activite inhibitrice sur I'amidolyse 
catalysee par PXa du substrat S-2222, coimne decrxt dans 
la publication precitee; les activites inhibitrices sont 

5 d§terinin§es sur la fraction avant concentration ; 

- mesures de coagulation du sang : 

TT (temps de coagulation S la thrombine) et 
APTT (temps Cgphaline-Kaolin) . 

Ces essais sont effectues sur les §luats preci- 
10 pit§s par 1,5 voliiraes d'gthanol par volume d'gluat. Les pre- 
cipit€s sont recueillis par filtration sur des disques de 
verre fritte (n° 4), puis laves successivement a l*ac6tone 
et i 1' ether. Les produits obtenus sont sech^s sous vide, 
lis contiennent encore de 5 S 10 S6 de NaCl. Les poids obtenus 
15 sont les suivants : 

LP^ : 1,9*0 g 
LPg : ^l,*60 g 
LPj : 1,600 g (5c) 
LP^ : 1,500 g (X) 
20 (*) Ces deux preparations ont StS dialysSes pendant 24 heures 
centre de I'eau distillee puis lyophilisges . Elles ne 
contiennent plus de sels t 1' analyse. 

EXEMPLE 5 
A. Matieres premiSres . 
25 Colonne de KlOO/lOO en DEAE-SEPHACEL (produit 

du commerce) aux caract^ristiques ci-apr^s : 
Dimensions du volume utile de la colonne : 10 x 62 cm 
Volume de gel : I1.87O ml 

Vitesse d'gcoulement liniaire : 10 cm/h 

30 Volume mort (volume utile de la colonne 

- volume de gel) : 4.100 ml 

Tampons : 

a) tampon au tris 50 raM, 400 raM de NaCl, 0,02 % 
d'azothydrate de sodium, pH 7,0 ; en ^brggg ci-apr§s "tampon 

35 0,4 M" ; 

b) tampon au tris 50 mM, 6OO mU de NaOl, 0,02 % 
d*azothydrate, pH 7,0, en abrege ci-apres "tampon 0,6 M" ; 

c) tampon au tris 50 mM, 650 mM de NaCl, 0,02 % 
d'azothydrate, pH 7,0, en abrege ci-apres "tampon 0,65 H", 
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d) tampon au tris 50 mM, 1.000 mr4 de NaCl, 0,02 % 
d'azothydrate, pH 7,0, en abrgge ci-apr^s "tampon 1 M". 

L'heparine du commerce pour usage pharmaceutique. 
Conditions operatoires 
5 On dissout 60 g d'hSparine dans 500 ml de tampon 

0,^ M et on verse la solution sur la colonne. On fait passer 
ensuite sur la colonne, successivement S l*aide d'une porape, 
les volumes de tampons ci-apr§s : 

2.000 ml du tampon 0,*! M 
10 6.500 ml du tampon 0,6 M 

*.500 ml du tampon 0,65 M 
6.600 ml du tampon IM. 

Les volumes successifs d'Slution sont les sui- 

vants : 

15 1. de 0 ^ 'i.lOO ml : "volume mort" a rejeter, 

2. de ^1.100 I 6.600 ml : fraction Oyk M, appelee LP^, 

3. de 6.600 § 13.100 ml : fra<:tion 0,6 M, appelSe LP^, 
de 13.101 ai 17.600 ml : fraction 0,65 M, appelee LP^, 

5. de 17".601 i 18.100 ml : fraction 1 M, appelee LPi|^, 
20 6. de 18.101 § 18.600 ml : fraction 1 M, appelee LT^^, 

7. de 18.601 g 19.100 ml : fraction 1 M, appelSe LF^y 

8, de 19.101 a 19.600 ml : fraction 1 H, appelee LF^^. 

Les fractions IM sont les fractions les plus ac- 
tives. Dans certaines circonstances, la toute derni^re 

25 fraction, LP^j^^, est moins active et peut etre rejetee. 

Les fractions selon 1 •invention possedent des 
applications th§rapeutiques extremement intSressantes dans le 
controle de la coagulation, dans toutes les circonstances oiX 
!• utilisation de I'heparine est recommand€e. En raison de 

30 leur forte activite, les fractions selon 1' invention peuvent 
etre utilisSes en quantity plus faible et les intervalles 
s§parant les injections peuvent etre allonggs. Ces fractions 
sont particuliSrement utiles pour des patients chez lesquels 
on observe une activation de la coagulation, souvent sponta- 

35 nee, susceptible de se transformer en un etat d* hyper coagula- 
tion impliquant la presence de thrombine dans ie systeme cir- 
culatoire, avec thrombose apparente ou non. 
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L' invention comprend Sgalement, dans son cadre 
le plus gSn^ral, les divers dgriv§s utiles des fractions 
selon 1' invention, en particulier leurs sels metalliques, I 
la fois des sels simples comme les sels de sodium, de potas- 
5 sium, de calciun ou de magnesium, et des sels melanges con- 
tenant au moins deux des cations m€talliques mentionn§8 ci<- 
dessus dans des proportions relatives quelconques. 

L' invention comprend ^galement des preparations 
pharmaceutiques dans lesquelles ces fractions sont associ^es 
10 g un vehicule pharmaceutique , en particulier des solutions 
stSriles pour 1* injection sous-cutanee ou intraveineuse, 
contenant une dose de la fraction selon 1* invention permet- 
tant de provoquer une hypocoagulation ou une anticoagulation 
chez I'homme. 

15 L* invention concerne egalement les solutions 

stgriles pour inhalation pour traiter les maux de tete. Elle 
concerne egalement d*autres formulations pharmaceutiques 
telles que les suppositoires ou liposomes. 

II est Claire que dans chaque cas^ la posologie 

20 efficace doit etre rSgl^e par le praticien selon la patholo- 
gic particuliSre ou I'^tat de sant6 g^nSral du patient trai- 
ts. Par suite, les intervalles donnas ci-aprds pour les poso- 
logies quotidiennes constituent uniquement une indication 
prealable ^ 1* usage de la fraction selon 1^ invention. On 

25 peut observer des posologies quotidiennes allant de O3O75 ^ 
0»60 mg/kgy ce qui peut etre effectuS en une 3 six adminis- 
trations par voie intraveineuse ou en une 5 trois administra- 
tions par voie sous-cutanie ou sous la forme de liposomes. 

En ce qui concerne les solutions steriles pour 

30 inhalation, la posologie est de 2 t 5 mg, une ou deux fois 
par semaine. 
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REVEWDICATIOHS 

1. Fraction d'heparine possSdant des propriStSs 
anticoagulanteSy caracterisee en ce qu'elle a et6 obtenue ^ 
partir d'une pr§paration d'h§parine contenant des espSces 
raoleculaires dont les poids moleculaires vont de 5»000 S 

5 50-000 par un procedS qui coinprend la raise en contact avec 
une r§sine anionique d'une solution de ladite preparation 
d'h^parine dans une solution aqueuse tamponn^e 3 un pH de 
6,5 5 7>5 et contenant un sel qui confere 3 ladite solution 
taraponnie une force ionique inferieure I celle d'une solu- 

10 tion tainponn§e correspondante de NaCl 0,6 Vi, I'elution 3 
partir de ladite rSsine des fractions d*h6parine Sluables 
par ladite solution tamponnSe exempte d'heparine et prSsen- 
tant une force ionique infSrieure i celle de ladite solution 
tamponnSe de NaCl 0,6 N,puis I'elution de la fraction encore 

15 fixie avec une solution tamponnee correspondante prSsentant 
une force ionique supgrieure & celle de ladite solution 
tanponnSe de NaCl 0,6 M. 

2. Fraction d'heparine selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la resine anionique comprend un sque- 

20 lette de cellulose ou de dextrane portant des groupes amino- 
alkyle ou aminohydroxyalkyle. 

3. Fraction d'hSparine selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que la resine anionique comprend un sque- 
lette de cellulose ou de dextrane portant des groupes dia- 

25 minogthyle de structure -C^Hij-ftlK €211^)2 ou digthyl-2-hydroxy- 
propylaromoniuro de structure : 

-CgHj^ -ft ( C^Hg ) 2 -CH2-CH( CH j) 2 • 
4« Fraction d*h§parine selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que l*on part de 10 ml d*une solution 

30 contenant 1 g d'heparlne du commerce dans une solution tam- 
ponnee (0,05 H en phosphate; pH : 6,8; 0,^1 M en NaCl), on 
verse ces 10 ml de solution sur une colonne de ladite risine 
(hauteur : 28 cm ; diamStre : 2 cm) gquilibrSe par ladite 
solution tamponnee, on dSveloppe par chromatographie cette 

35 solution de depart d'heparine a I'aide de la merae solution 
tamponn§e i une vitesse d' glut ion de 36 ml/h a une tempera- 
ture de 4**C, on sgpare et on rejette les 5O0 premiers ml de 
liquide elug, puis on augmente progressivement la concentra- 
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tion en NaCl de I'eluant depuis 0,^ jusqu'S 1,^1 M au cours 
. de l'§lution des 800 ml suivants environ de solution glu^e^ 
et on recueille les fractions d'heparine recherchees dans 
ces fractions eludes dont la concentration en NaCl est supe- 
5rieure S, 0,65 M. 

5. Fractions d'hgparine selon la revendication 4, 
caractgrisees en ce qu'elles consistent essentiellement en 
les fractions ^lu§e8» dont la concentration en NaCl va de 
0,70 a 0,90 M. 

10 6. Fraction d'hSparine selon la revendication 3s 

caractSrisee en ce qu'elle a StS obtenue I partir de 30 ml 
d*une solution de depart contenant 10 g d*une hgparine du 
commerce (50 mM de tris ; 0,02 % d'azothydrate de sodium ; 
pH 7,0, concentration initiale en NaCl : 0,4 M) en versant 

15 ces 30 ml de solution sur une colonne de ladlte r^sine 

(di&m&tre : 18 cm ; hauteur : 6,8 cm) gquilibrge par ladite 
solution tamponnge, en soumettant cette solution initiale 
d'heparine ^ developpement chromatographique 4 I'aide de la 
meme solution tamponnge i une vitesse d'^iution de 75 ml/h 

20 a la tempgrature de l^'C, en sgparant et en Slirainant les 
300 premiers ml de liquide Slug puis en augmentant pro- 
gressivement la concentration en NaCl de I'gluant depuis 
0,4 H jusqu'i 1,0 M 5 une vitesse reglee de maniSre §1 at- 
teindre la limite supgrieure 24 heures plus tard et en re- 

25cueillant les fractions d'heparine recherch^es contenues 
dans les fractions iluSes d'heparine doiit la concentration 
en NaCl est d*au moins 0,55 M. 

7. Fraction d'heparine selon la revendication 6, 
caracteris^e en ce qu'elle consiste essentiellement en les 

50fractions gluees dont la concentration en NaCl est au moins 
0,59 W. 

8. Fractions d'heparine selon la revendication 1, 
caracteris^es en ce qu'elles ont ete obtenues S partir d'une 
solution initiale de 650 rag d'heparine (prSsentant de pr§- 

35f#rence une activitS d' environ 160 - 20 U/mg et des poids 
noleculaires d'environ 5-000 a 50,000) en solution dans 2 ml 
de solution aqueuse taraponnee (0,3 M en NaCl ; pH 6,8), en 
versant ces 2 ml de solution sur une colonne de gel "ULTROGEL 
ACA 54" de 2,6 x 100 cm gquilibrge par le meme tampon, en 



2453875 

3d 

soumettant cette heparine de depart iL developperaent chroma- 
tographique a I'aide de la meme solution tamponnee ^ une Vi- 
tesse d'glution de 20 ml/h S une teinpgrature de 4°Cj en s§- 
parant le liquide elue en fractions successives de 5 ml et en 
5 recueillant les fractions d^heparine recherchees qui sont con- 
tenues dans lesdites fractions de 5 ml allant de la 53Sme 
la 86dr.e. 

9* Fraction d'hSparine selon l*une quelconque des 
revendications 1 S 8, caracterisee en ce qu'elle a etS obte- 

IQ nue par une combinaison des procedes selon la revendication 
1 et la revendication 8. 

10. Fraction d'h§parine selon I'une quelconque des 
revendications 1 §L 9} caract§risge en ce qu*elle pr§sehte 
une activite d'au raoins 300 u/mg dans la diminution de la 

15 Vitesse d'hydrolyse in vitro d'un substrat form§ de benzoyl- 
isoleucine-acide glutamique-glycine-arginine-p-nitranilide , 
HCl (substrat S-2222) par le facteur Xa prgparS par activa- 
tion du facteur X en presence d*antithrombine III et de 
ladite fraction d* heparine. 

20 -11. Fraction d'h^parine selon la revendication 

10, caracterisee en ce qu'elle prSsente une activity d'au 
noijis 450 u/ng dans la reduction du substrat S-2222* 

12. Fraction d*heparine selon la revendication 

11, caract§ris§e en ce qu'elle pr^sente une activite d'au 
25 moins 500 u/mg dans la reduction du substrat S-2222. 

13. Fraction d'heparine selon la revendication 

12, caracterisee en ce qu'elle pr^sente une activity in 
vitro infgrieure ^ 400 u/mg dans la diminution de la 
Vitesse d'hydrolyse d'un substrat forme de H-D-phenylalanine- 

30 L-pipecolyl-L-arginine-p-nitranilide, diHCl par la thrombine 
en presence d'anti thrombine III et de ladite fraction 
d'hgparine. 

14. Fraction d'heparine selon I'une quelconque 
des revendications 1 H 9, caracterisee en ce que : 

35 - elle est fixee pratiquement en totalite par I'antithrom- 
bine III, 

- elle inhibe en partie au moins les facteurs XI et XII 
du sang, 

- elle n'est pas fortement inhibSe par le facteur IV des 
40 plaquettes, 

- elle n'exerce pas d' action thrombocytopenique. 
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15. Fraction d»h$parine H hautes propri^t^s anti- 
coagulantes et caract§ris§e en ce que : 

- elle est fixee sur une resine S squelette de cellulose ou de 
dextrane portant des groupes diamino§thyl-C2H^ftH(C2H^)2 ou 

5 des groupes .di6thyl-2-hydroxypropyl-ammonium de structure : 

C^H- OH 

I I 

lorsqu^elle est sous la forme de solution tamponnSe S 
10 pH 6,5-7,5 con tenant NaCl a une concentration inf§rieure 
a 0,6 M, 

- elle prgsente une activity d'au moins 300 u/mg dans la 
diminution de la vitesse d'hydrolyse %n vitro d'un 
substrat formg de benzoyl-isoleucine-acide glutamique- 

15 glycine -arginine-p-nitranilide, HCl (substrat S-2222) par 
le facteur Xa prepare par activation du facteur X en pre- 
sence de l*antithrombine III et de ladite fraction d'hgpa- 
rine ; 

- elle est forraee d'especes chimiques dont les poids mol^cu- 
20 laires vont de 17-000 i 25.000, tels que determines par 

les dur^es de retention mesur^es dans la chroraatographie 
liquide d haute performance, comparativement i celles 
obtenues dans des conditions identiques d'glution avec des 
polystyr^ne-sulfonates de sodium prgsentant des poids 
25 moleculaires etalons de 1.600, 4.000, 6.500, 16.000, 
31.000, 65-000 et 88.000 respectivement ; 

- elle est fixee pratiquement en totality par I'antithrom- 
bine III ; 

- elle inhibe en partie au noins les facteurs XI et XII du 
50 sang ; 

- elle n'est pas fortement inhib^e par le facteur IV des 
plaquettes ; 

- elle n'exerce pas d' action thrombocytopSnique . 

16. Fraction d*heparine selon la revendication 15, 
35 caracterisie en ce qu'elle contient des groupes glucosamine 
en partie ^ I'etat de sulfates de N-glucosamine, le reste 
de ces groupes glucosamine §tant sous la forme de groupes 
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N-?.c?t5''lG^ucosamine, selon les spectres de resonance magne- 
tique nucleaire. 

17. ProcedS de preparation d'une fraction d*he- 
parine selon I'une quelconque des revendications 1 H 16, ca- 
5 ractgrisg en ce que l*on met en contact avec une rSsine 

anionique une solution d'une preparation d*h@parine contenant 
des esp^ces chimiques dont les poids mol^culaires vont de 
5.000 a 50.000 sous la forme d'une solution aqueuse taraponnee 
k un pH de 6,5 5 7»5 et contenant un sel qui confere a ladite 

10 solution tamponnSe une force ionique inf§rieure 3 celle 
d'une solution tamponnSe correspondante de NaCl 0,6 M, on 
€lue de ladite resine les fractions d'heparine eluables S 
I'aide de la solution taraponnee ci-dessus exempte d'heparine 
et pr^sentant une force ionique Inf^rieure S celle de ladite 

15 solution tamponnge de NaCl 0,6 H puis on elue la fraction 
encore fixee S I'aide d*une solution tamponn^e correspondante 
presentant une force ionique sup^rieure £ celle de ladite 
solution tamponn^e de NaCl 0,6 H. 

18- Proc^dg selon la revendication 17, caracteri- 

20 sg en ce que la r€sine anionique coroprend un squelette de 
cellulose ou de dextrane portant des groupes diaminogthyle 
C2H|^ftH(C2H^)2 ou des groupes di§thyl-2-hydroxypropylainmoniuin 
de structure : 

C^K- OH 

^5 -CgH^-N^-CHg-CH 

C2H5 CHj 

19 • Composition thirapeutique poss^dant des pro- 
pri^tSs anticoagulantes et caracterisee en ce qu'elle con- 
30 tient une dose efficace d'une fraction d'heparine selon 
I'une quelconque des revendications 1 ^ 16 en association 
avec un vehicule pharraaceutique. 

20. Composition therapeutique selon la revendi- 
cation 19, caracterisee en ce qu'elle est sous la forme 

35 d'une solution sterile injectable. 

21. Composition pharmaceutique selon la revendi- 
cation 19, caractSrisge en ce qu'elle est sous forme de 
liposomes . 
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22. Composition pharmaceutique selon la revendi- 
cation 19, caract€risee en ce qu'elle est sous la* forme 
d'un suppositoire. 

23. Con5)osition pharmaceutique selon la revendi- 
cation 19, caract§risSe en ce qu'elle est sous forme d'uns 
solution sirile pour inhalation. 
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